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摘    要 
尿酸氧化酶 ( Urate Oxidase,UOX, EC 1.7.3.3) 是生物体内嘌
呤代谢的一个关键酶，可催化尿酸形成尿囊酸。大多数的原核和真
核生物都有完整的 uox 基因，产生具生物活性的 UOX，以尿囊酸








利用重叠 PCR 技术分别从 Candida utilis 和 Aspergillus flavus 中
获取 uox 基因片段，克隆到 pET22b 载体上，重组质粒转化表达宿
主菌 Escherichia coli BL21(DE3) 细胞。通过 FML 培养基中的乳糖
诱导重组质粒表达目的蛋白，经 SDS-PAGE 分析和薄层凝胶扫描筛
选到高表达菌株，表达水平可达全菌可溶性蛋白的 30 % - 40 %。目
的蛋白经阴离子交换层析 ( Q Big Bead 和 Q High Performance ) 纯
化，得到纯度超过 95 % 的蛋白。经质谱测定的蛋白分子量约为
34.024 kDa，与理论计算的分子量 34.109 kDa，相差仅 0.25 %。重
组蛋白在交联剂戊二醛的作用下，分子内部形成稳定的交联，还原
性 SDS – PAGE 及质谱分析交联产物表明：重组尿酸氧化酶以四聚
体作为活性形式。 
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Cloning, Purification and Characterization 




Urate oxidase (UOX), an enzyme that catalyzes the oxidation of 
uric acid to allantoin, plays an important role in the metabolism of 
purines. Most prokaryote and eukaryote have intact urate oxidase gene   
(uox) that produces urate oxidase activity and excretes allantoin as the 
end product of purine metabolism. Because of a single nonsense 
mutation, human and certain non-human primates lack urate oxidase 
and excret uric acid as the end product. 
The genomic fragments codon region of uox from Candida utilis 
and Aspergillus flavus were isolated by the overlapping polymerase 
chain reaction. The fragments were cloned into the eukaryote expression 
vetor pET – 22 b. The recombinant plasmids transformed the expression 
strains Escherichia coli BL21 (DE3) that expressed recombinant UOX 
under the induction of lactose in the FML medium. After the SDS - 
PAGE and gel scanning, a best expression strain was screened. The 
expression level ranged between 30 % - 40 % of total soluble protein of 
bacterium. The crude E. coli extracts were obtained following the 
induction of expression, and then the supernant of cells suspension was 
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was chromatographied with two negetive ion exchanging gels of Q 
Superose Big Beads and Q Superose High Performance and the protein 
with purity over 95 % was obtained. The molecular weight of the 
purified protein was 34.024 kDa, which only deviated 0.25 % from 
theoretically calculated molecular weight 34.109 kDa after mass 
spectrography determination. With the cross-linking reagent 
glutaraldehyde the native protein were cross-linked stably between its 
protomers. The result of the SDS - PAGE and mass spectrography 
determination of the cross-linking product showed that the bioactive 
protein is a tetramer. 
At 25 oC and 37 oC the protein catalyzes uric acid to allantoin with 
specific activity of 35 U / mg. The result suggested the possibility of the 
recombinant UOX in clinical treatment of hyperuricemia and tumor 
lysis syndrome in term of effective decomposition of uric acid. 
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第 一 章    引   言 
1.1 尿酸的作用及其在进化学上的地位 
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失才可能导致智力出现了数量级的飞越，从而推动了人类的出现[4]。 
1.2 uox 基因的进化及高等动物 uox 活性的丧失 
来源于不同生物的 uox 基因同源性不高， Bacillus subtilis 和大
豆的 uox 之间序列同源性仅为 25 %，Aspergillus flavus 和大豆的 uox




经翻译后修饰运输到过氧化物酶体中，蛋白质 C 端的 SKL / SRL 
( Ser-Lys-Leu/Ser-Arg-Leu ) 是其细胞定位的信号序列，信号序列是
否位于末端或者其两边的序列、Lys 和 Arg 的替换并不影响 UOX 运
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世界猴没有表现出任何可以检测到的 UOX 活性。人与老世界猴的
uox 基因的同源性为 96 %，说明在进化中存在一个突发事件，导致
基因沉默。但新世界猴与人的亲缘关系比它与老世界猴的要远，因
此新世界猴的 uox 基因的失活原因不太可能与人的 uox 基因的突
变原因一样[8]。 
1.3 UOX 的作用机理及空间结构 
UOX 是一个 Cu2+结合酶，它能催化以下反应：  
Uric acid + O2 + 2H2O ⎯⎯ →⎯
uricase






尿酸的 N3、N9 传递到 C5，而后与分子氧上形成 H2O2，同时另一氧
原子连接到 C5 上形成 5-羟基异尿酸盐，再经无酶催化过程生成尿囊
酸[9] (图 1) 。 
UOX 包含两个空间上相互接近的 T - 折叠结构域。T - 折叠包
括一个由四个连续链组成的反向平行 β - 折叠片，在第二、第三链
之间有一对反向平行的 α - 螺旋，螺旋位于 β - 折叠片的凹面。T-
折叠结构域出现在多种序列同源性低的蛋白质中，包括 UOX、粪卟
啉原 III 氧化酶 ( CPO ) 等，与这些蛋白作用的底物都是来源于嘌
呤或蝶呤家族，这是底物特异性相同或相似的一些酶。T - 折叠构
成了球形结构域、疏水中心和一个拓扑疏水网络。每两个 UOX 单



















变实验表明：Thr57，Lys10 单突变体的酶活性分别只有野生型的 3 %
和 4 %，而 保守的 Glu228 位于与底物相互作用的隧道底部。实
验表明在同一个四聚体活性蛋白内部，D 亚单位的 Thr57 与 A 亚单
位的 Lys10 的空间相互接近，Lys10 使 Thr57 脱去一个质子，失去




 →   
5-羟基异尿酸盐 ( 5-hydroxy urate )                   尿囊酸 ( Allantoin ) 
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